Mechanism of the Monoribosomes increase caused by Pelota deficiency by 蒙丹
 
 
学校编码：10384                                分类号      密级       





硕  士  学  位  论  文 
 
Pelota 缺失引起单核糖体升高机制研究 
Mechanism of the Monoribosomes increase 
caused by Pelota deficiency 
 
 
 指导教师姓名：韩家淮   
专 业 名 称：生物化学与分子生物学 
论文提交日期：2012 年 04 月 
论文答辩时间：2012 年 06 月 






评    阅    人：           
 





















另外，该学位论文为（       韩家淮      ）课题（组）的研
究成果，获得（      韩家淮     ）课题（组）经费或实验室的资































（    ）1.经厦门大学保密委员会审查核定的保密学位论文，
于   年  月  日解密，解密后适用上述授权。 






                             声明人（签名）：蒙丹 


















中文目录 ........................................................................................................... I 
英文目录 ........................................................................................................ IV 
中文摘要 ........................................................................................................... 1 
英文摘要 ........................................................................................................... 2 
1. 前言 ............................................................................................................... 3 
1.1 Pelota ........................................................................................................................... 3 
1.1.1 Pelota 的结构 ........................................................................................................ 3 
1.1.2 Pelota 的功能 ....................................................................................................... 4 
1.2 蛋白翻译的调节 ........................................................................................................ 5 
1.2.1 蛋白翻译的过程 ................................................................................................. 5 
1.2.2 基因表达翻译水平的调控 ................................................................................. 7 
1.3 mRNA 质量监控 ...................................................................................................... 12 
1.3.1 无义调节的 mRNA 降解（NMD） ................................................................. 12 
1.3.2 无终止调节的 mRNA 降解（NSD） .............................................................. 15 
1.3.3 非正常停滞引起的 mRNA 降解（NGD） ..................................................... 17 
1.4 立题背景 .................................................................................................................. 20 
2. 材料与方法 ................................................................................................ 21 
2.1 实验材料 .................................................................................................................. 21 
2.1.1 相关细胞株 ....................................................................................................... 21 
2.1.2 实验相关药品和试剂 ....................................................................................... 21 
2.1.3 实验主要仪器 ................................................................................................... 22 
















2.2.1 质粒载体介绍 ................................................................................................... 22 
2.2.2 表达质粒的构建 ............................................................................................... 22 
2.2.3 质粒点突变体的构建 ....................................................................................... 25 
2.2.3 TA 克隆和测序................................................................................................... 26 
2.2.4 S2 双链 RNA 的合成 ......................................................................................... 27 
2.2.5 大肠杆菌感受态细胞的制备和转化 ............................................................... 27 
2.2.6 质粒 DNA 的提取 ............................................................................................. 28 
2.2.7 应用 RT-PCR 检测特定基因的表达情况 ........................................................ 30 
2.3 细胞相关实验方法 .................................................................................................. 32 
2.3.1 293T 细胞相关实验 ........................................................................................... 32 
2.3.2 S2 细胞相关实验 ............................................................................................... 34 
2.3.3 酵母细胞相关实验 ........................................................................................... 35 
2.4 蛋白质相关实验方法 .............................................................................................. 37 
2.4.1 免疫印迹 ........................................................................................................... 37 
2.4.2 相关溶液的配制 ............................................................................................... 38 
2.5 Slot Bloting ............................................................................................................... 39 
2.5.1 相关溶液的配制 ............................................................................................... 39 
2.5.2 Slot Bloting ......................................................................................................... 39 
2.6 核糖体展示技术 ...................................................................................................... 40 
2.6.1 相关仪器和试剂 ............................................................................................... 40 
2.6.2 核糖体展示技术 ............................................................................................... 40 
3. 结果与分析 ................................................................................................ 42 
3.1 pelota 敲低或敲除会导致单核糖体上升 ................................................................ 42 
3.1.1 核糖体展示技术 ............................................................................................... 42 
3.1.2 S2 细胞中 pelota 敲低会导致单核糖体上升 ................................................... 43 
3.1.3 酵母中 Dom34 敲除会导致单核糖体上升 ..................................................... 44 
















3.2.1 过量表达 pelota 可以促进部分大分子量蛋白的表达 .................................... 45 
3.2.2 pelota 对蛋白表达的促进作用与该蛋白分子量大小无关 .............................. 46 
3.2.3 pelota 对蛋白表达的促进作用随 pelota 量的增加而加强 .............................. 47 
3.2.4 pelota 对蛋白表达的促进作用主要是在蛋白水平 .......................................... 45 
3.2.5 pelota 对蛋白表达的促进作用与该蛋白的终止密码子种类和稀有密码子含量
无关 ............................................................................................................................. 48 
3.2.6 pelota 对蛋白表达的促进作用与该蛋白稳定性无关 ...................................... 49 
3.3 pelota 敲低细胞没有明显累积 18S rRNA 的突变 ................................................ 49 
3.4 pelota 敲低细胞中的单核糖体不都含正常的 mRNA ........................................... 51 
3.4.1 单核糖体可能存在的状态 ............................................................................... 51 
3.4.2 利用 Oligo dT 的方式证明 pelota 敲低细胞单核糖不都含正常的 mRNA ... 52 
3.4.3 利用同位素逆转的方式证明 pelota 敲低细胞单核糖体不都含正常的 mRNA
 ..................................................................................................................................... 54 
3.5 总结........................................................................................................................... 56 
参考文献 ......................................................................................................... 58 
图表索引 ......................................................................................................... 67 















Table of content 
IV 
 
TABLE OF CONTENT 
Table of content（In Chinese） ................................................................ I 
Table of content（In English） ............................................................. IV 
Abstract（In Chinese） ............................................................................ 1 
Abstract（In English） ............................................................................. 2 
1. Introduction ............................................................................................ 3 
1.1 Pelota .................................................................................................................... 3 
1.1.1 The structure of pelota ................................................................................... 3 
1.1.2 The function of pelota .................................................................................... 4 
1.2 The regulation of translation ............................................................................. 5 
1.2.1 The process of translation .............................................................................. 5 
1.2.2 The regulation of gene expression in translation ........................................... 7 
1.3 The surveillance of mRNA ............................................................................... 12 
1.3.1 Nonsence-Mediated Decay（NMD） ......................................................... 12 
1.3.2 Nonstop Decay（NSD） ............................................................................. 15 
1.3.3 No-go decay（NGD） ................................................................................ 17 
1.4 Background........................................................................................................ 20 
2. Materials and Methods ........................................................................21 
2.1 Experimental materials .................................................................................... 21 
2.1.1 Related cell lines .......................................................................................... 21 
2.1.2 Drugs and reagents ....................................................................................... 21 
2.1.3 Instruments ................................................................................................... 22 
2.2 Experiments and methods for molecular biology .......................................... 22 













Table of content 
V 
 
2.2.2 Construction of plasmids ............................................................................. 22 
2.2.3 Construction of mutant plasmids ................................................................. 25 
2.2.3 TA coloning and sequencing ........................................................................ 26 
2.2.4 Sythesis of dsRNA for S2 ............................................................................ 27 
2.2.5 Preparation of competent E.coli cells and transformation ........................... 27 
2.2.6 Extraction of plasmid DNA ......................................................................... 28 
2.2.7 Determination of mRNA level by real-time PCR ........................................ 30 
2.3 Experiments and methods for cell ................................................................... 32 
2.3.1 Experiments and methods for 293T cells ..................................................... 32 
2.3.2 Experiments and methods for S2 cells ......................................................... 34 
2.3.3 Experiments and methods for yeast ............................................................. 35 
2.4 Experiments and methods for protein ............................................................ 37 
2.4.1 Western bloting ............................................................................................ 37 
2.4.2 Preparation of reaction solutions ................................................................. 38 
2.5 Slot Bloting ........................................................................................................ 39 
2.5.1 Preparation of solutions ............................................................................... 39 
2.5.2 Slot Bloting .................................................................................................. 39 
2.6 Polysome profile ................................................................................................ 40 
2.6.1 Instruments and reagents ............................................................................. 40 
2.6.2 Polysome profile .......................................................................................... 40 
3. Results and analysis .............................................................................42 
3.1 Pelota konck down or konck out results in the increase of Monoribosomes42 
3.1.1 Polysome profile .......................................................................................... 42 
3.1.2 Pelota konck down results in the increase of Monoribosomes in S2 cells .. 43 
3.1.3 Dom34 konck out results in the increase of Monoribosomes in yeast cells 44 
3.2 Overexpression of Pelota enhances the expression of some proteins ........... 45 
3.2.1 Overexpression of Pelota enhances the expression of some large proteins . 45 













Table of content 
VI 
 
protein  ................................................................................................................. 46 
3.2.3 The enhancement increased with the quantity of pelota  ............................ 47 
3.2.4 The enhancement of pelota is just in protein level  .................................... 45 
3.2.5 The enhancement of pelota isn’t associated with the type of stop codon or 
the content of rare codons ..................................................................................... 48 
3.2.6 The enhancement of pelota isn’t associated with the stability of protein .... 49 
3.3 There is no apparent accumulations of mutant 18S rRNA in pelota konck 
down cells ................................................................................................................. 49 
3.4 Not all the monoribosomes in pelota konck down cell bind with normal 
mRNA ....................................................................................................................... 51 
3.4.1 The probable existence status of monoribosomes in cells ........................... 51 
3.4.2 Using oligo dT to prove that not all the monoribosomes in pelota konck 
down cell bind normal mRNA .............................................................................. 52 
3.4.3 Using isotope reverse transcription to prove that not all the monoribosomes 
in pelota konck down cell bind with normal mRNA ............................................ 54 
3.5 Conclusions ........................................................................................................ 56 
References .................................................................................................58 
























我们对 pelota进行了研究，发现 pelota 缺失细胞中单核糖体明显升高，而多核
糖体则略有下降。围绕这一现象我们进行了一系列更深入的研究。 






据报道 pelota 与突变的 18S rRNA的降解相关，为了研究是否是由于 pelota
缺失而导致含突变的 18S rRNA的核糖体累积而引起单核糖体的升高，我们克隆
了 pelota 敲低细胞与正常细胞的单核糖体中的 18S rRNA，并进行测序。结果证
明，pelota 敲低并不会导致 18S rRNA突变的累积。 
Pelota 还与翻译非正常停滞时核糖体的解聚相关，为了研究是否是由于
pelota缺失后翻译非正常停滞的核糖体不能正常解聚而引起单核糖体的升高，
我们利用 oligo dT 及同位素逆转的方法研究单核糖体中结合的正常 mRNA的量。




















Pelota is a conserved gene, which protein plays an important role in 
spermatogenesis, cell cycle, meiosis and mRNA decay. In order to disclose the further 
mechanisms of pelota, we study it and find that monoribosomes have a significant 
rise and polysomes have a slight down in the cells with pelota konck down or konck 
out. We do a series of deep researches about the phenomenon.  
Pelota contributes to the translation of proteins。In order to study whether the 
increase of monoribosomes is due to the slowdown of some proteins’ translation 
caused by the lack of pelota, we express pelota and various proteins. Results show 
that overexpression of pelota can enhance the expression of some proteins, and the 
enhancement affect only the protein levels of genes but not the mRNA levels. The 
enhancement increases with the quantity of pelota, not associating with the molecular 
weight, stability,the type of stop codons or the content of rare codon of the protein. 
As reported, pelota is involved in the degradation of mutant 18S rRNA. In order 
to study whether the increase of monoribosomes is due to the accumulation of 
nonfunctional ribosomes composed of mutant 18S rRNA, we clone and sequence the 
18S rRNA of monoribosomes in pelota konck down and normal cells, and the result 
shows that pelota konck down won’t lead to the accumulation of mutant 18S rRNA.  
Pelota is also involved in the dissociation of ribosomes in non-normal stop of 
translation. In order to study whether the increase of monoribosomes is due to the 
accumulation of ribosomes in non-normal stop of translation, we use oligo dT and 
isotope reverse transcription to study the amount of normal mRNA and compare it 
with the amount of monoribosomes. Results prove that, a part of the monoribosomes 
in pelota konck down cell doesn’t interacte with normal mRNA. 
 





















1.1.1 Pelota 的结构 
Pelota（pelo）所编码的蛋白在不同物种中都相当保守，包括人[1]、小鼠[2]、
黑腹果蝇[3, 4]、秀丽隐杆线虫、酵母、拟南芥以及古细菌[5]等（图 1.1）。 
 
 
 图 1.1 Dom34/Pelota 的氨基酸序列在不同物种中都相当保守[6] 

















最近几年不断有研究者解析出 Pelota 同源蛋白的结构。在酵母中，pelota 的
同源基因是 Dom34，其结构如图 1.2 所示。Dom34 的结构类似于“T”型，由三
个功能域组成，N 端和 C 端组成“T”的两臂，而中心功能域则构成“T”型的
竖直位置。中心功能域紧密的包裹在一起，但与 N 端和 C 端功能域相互作用较
松散。N 端功能域（残基 1-135）是由 7 个弯曲且反向平行的 β 折叠以及两个 α
螺旋组成。而中心功能域（残基 136-277）则由 α 螺旋和 β 折叠组成三明治一样
的夹心结构，这种结构主要出现在一些内切酶中。C 端功能域则由四个 α 螺旋和




 图 1.2 酵母中 Dom34 的结构[7] 
Figure1.2 The structure of yeast Dom34 
 
1.1.2 Pelota 的功能     
在酵母中，敲除 Dom34 会引起酵母菌株生长缓慢，孢子形成缺陷以及多聚
核糖体减少[8]。酵母中 Dom34 与编码核糖体蛋白 S30 的基因 RPS30A 具有很强
的遗传学相互作用，过量表达 RPS30A 可以回复 Dom34 突变引起的生长缓慢和
多聚核糖体减少[8]。Dom34 可以与翻译调节相关的 GTP 酶 Hbs1 特异性的相互
作用，它们与特异性 mRNAs 的表达和特定细胞状态下的蛋白表达相关[9]。Hbs1
















有相同的 C 端结构域[10]。 
真核生物中的 Pelota 蛋白普遍比古生菌中更长（真核生物中 361-461Aa，古
生菌中 332-357Aa）。因为 Dom34/Pelota 蛋白在进化中相当保守，所以它们属于
进化保守的蛋白家族[11]。Dom34/Pelota 具有三个真核生物释放因子 1（eRF1）









母中过量表达核糖体蛋白 RPS30A 可以部分的回复 Dom34 突变引起的多聚核糖
体减少。在小鼠中，pelota 敲除是早期胚胎致死的，因为它会引起细胞分裂和发







在细菌中，蛋白翻译的起始是指 30S 亚基与同 16S rRNA 3’末端完全匹配的
mRNA 的 SD 序列结合。这个过程需要三个翻译起始因子：IF1、IF2、IF3[14]。
IF3 与 30S 紧密结合从而阻止它与 50S 亚基的结合，同时 IF3 也可以使起始 tRNA
（fMet-tRNA）以外的 tRNA 与核糖体 P 位点的结合不稳定[15]。IF2 是 GTP 酶，



















识别 mRNA 序列中间的 AUG。真核生物与细菌的机制是相同的，其主要区别在
于各种成分的装配次序。真核生物起始因子数目较多，按功能的不同大致可以分
成四类：一是与核糖体亚基结合的因子，如 eIF-1、eIF-2 等；二是识别 5’帽子结
构，与 mRNA 结合，并解开其二级结构的因子，如 eIF-4B 和 eIF-4F，其中 eIF-4F
是帽子结合蛋白，即 eIF-4E 和 eIF-4A 的复合体；三是与起始 tRNA 运输相关的
因子，如 eIF-2A 和 eIF-2B 等；四是其它的可替换因子，如 eIF-5，能代替另外
两种因子促进 60S 亚基的结合。 
在真核生物中，小核糖体亚基在没有和起始 tRNA 缔合时是不能与 mRNA
结合的，由 tRNAf
Met
 、eIF-2 和 GTP 组成的三元复合物结合小亚基形成前起始
复合物，它可以与 mRNA 结合。真核生物翻译的起始可以分为以下六个步骤：
首先，起始 tRNA 和 40S 亚基结合，eIF-3 和 eIF-1A 结合到 40S 亚基上，促使其
再与 eIF-2、GTP、起始 tRNA 结合形成 43S 核糖体复合物；其次，eIF-4F（eIF-4A、
eIF-4G、eIF-4E 三者的合称）和 eIF-4B 先与 mRNA 结合，并利用来自 ATP 的能
量解旋去除 mRNA 的高级结构，mRNA 再与 43S 复合物结合成 46S 复合物；然
后，40S 亚基通过 5’帽子结构与 mRNA 结合并在 mRNA 链上滑动寻找 AUG 起
始密码子；由 eIF-5 替换 eIF-2、eIF-3 后，60S 亚基才能和 40S 亚基结合，水解
GTP，形成完整的 80S 复合物，并释放 eIF-1A 等蛋白因子；最后释放后的
eIF-2/GDP 复合物在 eIF-2B 的作用下进入下一轮起始循环。 
1.2.1.2 蛋白翻译的延伸 
随着起始 tRNA 进入 80S 单核糖体的 P 位点，密码子介导的氨酰 tRNA 加入
核糖体的循环便开始启动。真核生物中也有与原核生物同源的延伸相关因子，
EF-1a、EF-2 与原核生物的 EF-Tu、EF-G 在序列上很类似[17]，而 EF-1βγ 则与原
核生物的 EF-Ts 具有类似的功能。EF-1a 先与 GTP 和氨酰 tRNA 结合，然后引导
氨酰 tRNA与正在翻译的mRNA结合，进入A位点。这时 P位点处连接起始 tRNA
与甲硫氨酸的肽键断裂，甲硫氨酸与 A 位点的氨基酸间形成肽键，这时 A 位点
的 tRNA 被称为肽酰 tRNA，P 位点的 tRNA 被释放出来。然后，核糖体沿着 mRNA
















tRNA 进入 A 位点，P 位点的氨基酸与 tRNA 间的肽键断裂，而与 A 位点的氨基





当遇到终止密码子后，核糖体便停了下来，翻译释放因子 eRF1 可以识别 UAA、
UAG，而 eRF2 可以识别 UAA 和 UGA，它们具有类似于 tRNA 的结构可以进入
A 位点；eRF3 是一种依赖于核糖体的 GTP 酶，不能识别终止密码子，但可以帮




转录的各种 mRNA 并不都能翻译成蛋白质，在不同细胞中翻译的 mRNA 的种类
和量也不同，这些都是通过翻译水平的调控实现。翻译水平的调控主要是控制
mRNA 的稳定性、mRNA 翻译起始的调控和选择性翻译以及 RNA 干扰介导的基
因沉默。 
1.2.2.1 mRNA 稳定性的调节 
原核生物中大多数 mRNA 都不稳定，通过快速的合成和降解 mRNA 来适应
环境的变化；而真核生物的 mRNA 具有较好的稳定性，为了适应环境变化的需




于提高 mRNA 的稳定性。5’端的帽子结构可以保护 mRNA 免受核酸外切酶的作
用，同时也是翻译起始所必须的。研究表明，如果细胞内的脱帽酶被激活使
mRNA 的帽子结构脱落，那么这些 mRNA 将会被迅速降解。目前研究发现，在
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